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转移拟南芥 CBFl 基因引起水稻植株脯氨酸含量提高

金建凤高强陈勇王君晖*

(浙江大学生命科学学院，杭州 310012)

摘要 利用农杆菌介导的转基因技术，成功地将拟南芥抗冻转录激活因子基因 CBFl 转入

枝稻中花 11 中，并获得了T1代特基因植林。 CBFl 基因及筛选基因 HPT(潮霉素抗性基因)均在T1

代中检测到，呈现，单位点的孟德尔式遗传。常温和低温处理之后，T1代植株体内的脯氨酸含量均

比野生型明显提高，同时，耐低温表型也在T1-1 株系中出现。

关键词 CBFl; 水稻:低温:脯氨酸

关于植物在逆境条件下(早、盐碱、热、冷、

冻)体内游离脯氨酸的积累已经有诸多报道[1-4]。脯

氨酸亲水性极强，能稳定原生质胶体及组织内的代

谢过程，因而能降低冰点，并有防止细胞脱水的作

用。在低温条件下，植物组织中脯氨酸含量的增

加，可以提高植物的抗寒性。

水稻作为世界上最重要的粮食作物之一，其遗

传育种一直受到科学工作者的重视。自从 1988 年首

次获得水稻转基因植株以来，水稻转基因技术得到

了很大的重视和发展，尤其是利用农杆菌介导的转

化技术得到了空前的发展[5-7] 。

拟南芥抗冻转录激活因子基因 CBF家族在近几

年被深入研究，很多研究证明，它能明显地提高植物

的脯氨酸含量和耐低温能力[ιl叭本试验利用农杆

菌介导的转基因方法，将拟南芥抗冻转录激活因子

基因 CBFl 转入棋稻中花 11 中，研究它的转移对水

稻脯氨酸含量的影响及植株对低温耐受能力的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

梗稻中花 11 号由中国水稻研究所提供。

1.2 质粒构建

pCAMBIAI301-CBFl 由将带有 CaMV35S启动子

及NOS终止子的 CBFl基因片段插入pCAMBIA1301.1

构建而成。该质粒上含有潮霉素抗性筛选基因

(HP盯和葡糖昔酸酶基因(GUS)( 图1)。

1.3 转基因植株的获得

用中花 11 号成熟胚诱导的愈伤组织为转化材

料，用农杆菌浸染法转化，感菌时间为 30 min , 

EcoRI 

图 1 pCAMBIA1301-CBFl 的构建示意图

共培养时间为 3 天，具体操作见文献[6] 。 转化后

的愈伤组织经潮霉素(Hgm)40 mg/L、 50 mg/L先后

各筛选 15 天，将新生的抗性愈伤转入分化培养基

中，分化出苗(TO 代转基因植株)后转入生根培养

基，挑选根部和茎叶分化得较完好的苗(一共 9

株) ，移栽到水培养液中，炼苗 3 天，然后移栽到

温室土中培养至结实，单株收取 Tl 代种子，分别

标号为 Tl-l 至 TI-9 。

1.4 Tl 代转基因植株的外源基因检测
1.4.1 潮霉素抗性检测 将T1-1 种子表面灭菌

之后在 MS+20 mg/L Hgm 上面萌发， 23 .C暗培养

至萌芽后，转移至 28 .C , 12 h 光照温室培养， 10 

天后统计潮霉素抗性分离比。

1.4.2 GUS 活性检测 将T1-2 种子表面灭菌之

后在 MS 上面萌发， 23 .C暗培养至萌芽后，转移

至 28 .C , 12 h 光照温室培养， 10 天后剪取嫩叶小

片放入到适量的 X-Gluc 染液中， 37 .C保温过夜，

取出， 70% 酒精脱叶绿素 24 h，解剖镜下面观察。

1 .4 .3 Southern 杂交检测 将基因组 DNA 用

HindIII 酶切，按照 Roche 公司 DIG High Prime DNA 
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Labeling and Detection Starter Kit II 操作 ， 检查

CBFl 在水稻基因组中的拷贝数 。

1.4.4 CBFl 基因的 PCR检测 将 T1 - 1 抗潮霉素

及T1 -2 GUS 着色的苗提取基因组 DNA，用 CBFl

特异性引物进行基因组 PCR 扩增 。

1.5 T1 代茵的脯氨酸测定

T1 -1 和 T1-2 的 1 5 天和 45 天面及同龄的野生型

中花 11 (即 由 中花 1 1 种子萌芽后生长的植株)移至

3-4 'C光照培养箱 ， 12 h 光照，进行 2 天低温处

理。参照、 Troll 等川方法测定叶片中的脯氨酸含量 ，

重复 3 次。

1.6 T1 代苗低温处理后表型观察

T1代 15 天苗及同龄的野生型中花 11 移至 3-4

℃光照培养箱， 12 h 光照，进行 2 天低温处理 。

观察低温处理后表型。

2 结果和讨论

2.1 HPT(潮霉素抗性)的统计

T1-1 被试种子数为 45 粒，全部萌发 ， 且出现

了性状分离。 以野生型在潮霉素上面的表型为对

照，统计为 : 抗潮霉素的为 33 粒， 野生型表型的

为 12 粒，表 l 表明 T1 - 1 株系中潮霉素抗性出现 3 : 

1 的分离，表明潮霉素抗性基因 (HP盯的单个遗传位

点的孟德尔式遗传 。

2.2 GUS 活性检测

T1- 2 被试种子数为 35 粒， 2 粒未萌。统计结

果如表 10 GUS 活性染色结果证实了转基因植株后

代 GUS基因的分离。 而且也属于单个遗传位点的孟

德尔式遗传 。

T1 -1 和 T1 - 1 两个株系为单位点插入的结论还被

Southern 杂交验证(图 2) 。

2.3 CBFl 基因的 PCR 扩增

用来自 CBFl 编码序列的引物进行 PCR 时，被

试的 4 株植株均出现于质粒阳性对照相同大小的扩

增 DNA片段。 而对照野生型植株上则没有对应大小

/的条带。说明 CBFl 基因 已成功整合到植株基因组
内， 且可以稳定遗传给后代(图 3) 。

2.4脯氨酸含量测定结果

在低温处理中，脯氨酸含量增加在很多植物中

都被证实[1 -4J 。在本试验中，我们测定了转基因植

株和野生型植株， 在 1 5 天和 45 天菌龄时， 经 2 天

低温处理前后的脯氨酸含量。 由图 4 可知， 在没有

经过低温处理前， T1 的 1 5 天植株中的脯氨酸含量

·研究论文·

表 1 HPT和 GUS 在 Tl 代中的遗传

T1 代茵 发芽的 T 1 抗性/着 非抗性/非 χ2

代苗数 色数 着色数

T 1-1-HP T 45 33 12 0.007 

T 1-2 -GUS 33 23 10 0.253 

种子消毒后在对应的含糊霉素及不含糊霉素培养基上面萌

发 ， 10 天后统计分离情况 。 χ 2 检测表明分离 比为 3 : 1 。

Marker Tl -1 T I-2 

.. 
图 2 T1- 1 和 Tl-2 的 Southern 分析

750 

图 3 从转化植株 Tl 代中 PCR 扩增的 CBFl 的 DNA 的琼脂

糖;疑胶电j永

每一泳道代表一个植株。其中 1 - 1 、 1-2 均为 T1-1; 2-1 、 2-

2 均为T1 -2 ; pCAMB IA I 301 -CBFl 质粒为阳性对照:野生型中

花 1 1 号为阴性对照 。 扩增出的 CBFl 大小为 750 bp o 

约是同龄野生型的含量的 1. 5 倍;而凹的 45 天植

株脯氨酸含量则是同龄野生型含量的 3 倍多。在经

过低温处理后， T1 代植株中的脯氨酸含量显著增加，

是相同处理的同龄野生型含量的1.3 倍(1 5 天苗)和 3

倍(45 天苗) 0 T1 -2 株系的脯氨酸含量变化规律类似

于 T 1- 1 0 

由此可见 ， 不管是否进行低温诱导，转基因

植株的脯氨酸含量均要比野生型高(图 的，说明在

水稻中 ， CBFl 基因表达对脯氨酸含量的提高有明

显的作用 ， 换句话说 ， CBFl 基因的表达促进了水

稻体内脯氨酸的大量合成 。 这在过量表达 CBF3 基
因的拟南芥植株中也有类似的报道[υ川l口川2刽1

自从 1凹99兜8 年 Jaglo-0tto创sen 等[阴9叼]报道 CBF刀l 可以
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15 夭有1株 45 夫植株

图 4 常温和低温处理 2 天T1 代 2 个株系及野生型植株叶片

脯氨酸含量

1 :野生型 15 天植株 ; 2: T 1-1 的 1 5 天植株 3: T 1-2 的 1 5

天植株; 4 : 野生型 4 5 天植株 5: T 1 - 1 的 45 天植株 6 : 

T 1-2 的 45 天植株 。 白框表示正常温度，黑框表示低温处理。

提高植物抗冻性之后，关于 CBF提高植物抗冻性这

方面的报道很多 ， 但一般都认为 CBF是对其下游的

C O R 基因的调控来达到提高抗冻性的目的 。 而

CBF3过量表达引起的拟南芥低温处理前后脯氨酸含

量均高于非过量表达 CBF3 植株表型及相对应的一

个重要的脯氨酸生物合成酶P5CS基因也随之表达增

加，说明 CBF3 对脯氨酸含量的调控是通过其上游

合成酶 P5CS 的调控实现的 [ 1 2 1 。

而在本试验中 ， 在 CBFl 转移的情况下，低温

处理前后水稻转化植株的脯氨酸含量均高于野生型

的含量 。 由此可以推测 CBFl 作用于脯氨酸也很有

可能是通过调控 P5CS 基因而达到的 。 从而导致植

株抗冻能力的提高。

从图 4 中也可见相同的野生型的 15 天苗和 45 天

植株在处理前后的脯氨酸含量也表现出明显的差

异， 即年龄大的植株体内的脯氨酸含量低，这可能

和水稻发育过程有关 ， 有报道认为水稻在发芽后，

需生长至三叶期(即第 3 片完全叶展开时)，种子胚

乳中养分耗尽[1 3 1 。 而该试验中 15 天茵的第 3 片完全

叶刚开始出现，但未展开 ， 故推测，幼苗体内脯

氨酸含量比大龄植株高并不完全是体内合成所致，

图 5 15 天T1-1 及野生型苗 3-4 .C , 12 h 光照 ， 2 天低温

处理后表型

估计有部分来自胚乳中有关蛋 白质分解所致 。

2.5 Tl 代苗低温处理后表型

取 15 天苗龄的T1代苗和野生型苗 ， 经过 3~4

.C , 12 h 光照 ， 2 天低温处理后 ， T l -l 表现出比

野生型明显强的抗低温能力 。 由图 5 可知，低温对

T1 -1 植株造成的伤害(叶片萎缩、卷曲 、 黄化[ 1 4 1 ) 明

显 比野生型小， 即 T l -l 耐低温能力较野生型强。

本研究表明， 转移拟南芥 CBFl 基因，能提高

水稻的脯氨酸含量和耐低温能力 。 下一代(T2 )转基

因种子的收取以及进一步的深入研究正在进行之中。

参考文献 (References)

[1 ] Alberdi M et al. Phytochemistry , 1993 , 33: 57 

[2] Koster KK et al . Plan t Physio l, 1992 , 98: 108 

[3] McKown R et al. J Exp Bot, 1996, 47: 1919 

[4] Wanner LA et al. Plant Physiol, 1999 , 120: 39 1 

[5] Chan MT et al. Plant 儿101 Biol, 1993 , 22: 49 1 

[6] Hiei Y et al. Plant J, 1994, 6: 27 1 

[7] Azhakanandam K et al. J Plant Physiol, 2000 , 157: 429 

[8] Gilmour S1 et al. Plant J, 1998, 16: 433 

[9] 1aglo-Ottosen KR et a l. Science , 1998 , 280: 104 

[10] Medina J et al. Plant Physiol,1999, 119: 463 

[11] Troll W et al. J Biol Chem , 1955 , 215: 655 

[12] Gilmour S1 et al. Plant Physiol, 2000, 124: 1854 

[ 13] 王松华等。 妥政:&iJJ.:ti水师范笋'应右手'!:!/:l， 1998 , 12 : 15 

[14] 钱 前等。抨击苦涩疵， 1999 , 44 : 22 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
  

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    

 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
 
 



76 ·研究论文·

Transfer of Arabidopsis CBFl Gene Leads to Increased Proline 
Contents in Rice Plants 

Jian-Feng Jin, Qiang Gao, Yong Chen, Jun-Hui Wang* 
( College of Life Sciences, Zhejiang Universi，秒， Hangzhou 310012, China) 

Abstract In the present paper, using Agrobacterium-mediated transgene technique, an Arabidopsis anti-

freeze transcriptional factor gene CBF 1 was successfully introduced into japonic rice Zhonghua 11 , and T1 genera­

tion oftransgenic rice was achieved. The CBFl gene and the selection gene HPTwere detected in the Tl seedlings, 

and these genes were in Mendelian single-copy inheredity. Both under normal and low temperature, the proline 

contents in transgenic rice were increased; meanwhile, some low-temperature-tolerance phenotype was observed. 

Key words CBFl; rice; low temperature; proline 
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